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Oligosaccharide 

@ Es wird ein Verfahren zur Herstellung von Monocarbon- 
saureestern von Mono-, Di-, Oligosacchariden und -deriva- 
ten vorgestellt. Das Verfahren zeichnet sich dadurch aus, 
da& sowchl freie Carbonsauren als auch deren kurzkettige 
Alkylester, deren Triglyceride, deren umgeesterte Triglyceri- 
de, deren Anhydride, deren aktivierte Ester sowie Rapsolal- 
kyiester (Biodiesel) mit Monosacchariden, Disacchanden, 
Oligosacchariden, Starke-, Cellulose- oder Methylcellulose- 
hydrolysaten, Cyclodextrin, Zuckeralkoholen und/oder Gly- 
cosiden, insbesondere Glycosidantibiotika, in Gegenwart 
von Upasen selektiv zu den Monoestern umgesetzt werden. 
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Beschreibung 

Die regioselektive Acylierung von ungeschutzten 
Zuckern ist bisher kaum moglich. Stand der Technik ist 
die Monoacylierung in Pyridin, wie sie von Therisod und 
Klibanov (J. Ani. Chem. See. 108 (1986) 5638-40) be- 
schrieben wird. Auch die Monoacylierung von Oxime- 
stem (R. Pulido, F. L Ortiz, V. Gotor, J. Chem. Soc 
Perkin Trans. 1, (1992) 2891-7) und die Upase-kataly- 



nose, Galactose, Fructose, Ribose und Arabinose, als 
Disaccharide Saccharose, Cellobiose, Lactose und Mal- 
tose, als Oligosaccharide bzw. Derivate und Folgepro- 
dukte Starke-, Cellulose- und Methylcellulose-hydroly- 
sate, losliche Starke und Cyclodextrin, als bevorzugte 
Zuckeralkohole Sorbit und Mannit und als Glycoside 
die Antibiotika Streptomycin und Strukturanaloga zu 
nennen. 

Die fur das erfindungsgemaBe Verfahren geeigneten 



sierte Monoveresterung von "Phenylborsaurekomple- lo Enzyme sind lipasen entweder tierischen, pflanzlichen 



-xen" verschiedener Monosaecharide^WkedarAz-M~ 
banov, BiotechnoL Bioeng. 42 (1993) 788-91) sind be- 
kannt Allen Verfahren ist jedoch gemeinsam, daB sie im 
technischen Maflstab nur sehr aufwendig durchfuhrbar 
und damit dkologisch und/oder okonomisch nicht kon- 
kurrenzfahigsind. 

Enzymatische Herstellungsverfahren fur monoacy- 
lierte Alkylglycoside sind bereits bekannt. hier seien die 
Arbeiten von O. Kirk et aU EP 0 394 280, und T. Brenk- 



QdeF-mikrobiellen-Ursprungs,-^von4Jni en wie A spegffll"- 
lus, Rhizopus, Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, En- 
terobacterium, Chromobacterium, Geotrichum, Penicil- 
lium, Mucor miehei, Candida und Humicola. Beispiele 
15 fur bevorzugte Enzyme sind Lipasen aus Mucor miehei 
und Candida antarctica, z. B. NOVOZYM SP 435 von 
Novo Nordisk A/5, Papain, PRONASE, IMMOBILI- 
SIERTE UPASE PS AUF TOYONITE-200.P oder Sub- 
tilisin, PPL, ACID-ESTERASE (AMANOX LPL und 



man et aL, WO 94/01575, zitiert Diese Verfahren lassen 20 Proteinase K. Die Enzyme kdnnen hier entweder nativ 

sich jedoch nicht auf die Herstellung von monoacylier- oder immobilisiert eingesetztwerden. 

ten freien Zuckern ubertragen. Die enzymkatalysierte Die fur das erfindungsgemaBe Verfahren geeigneten 

Umsetzung von Fettsauren mit Zuckern in tertiaren Al- Losemittel sind solche, die schwach polar bis polar sind 

koholen ist durch nur unzureichende Umsatze gekenn- Die Zucker mussen nicht zwangslaufig in den erfin- 

zeichnet und nicht selektiv genug (FR 2 646 439), auBer- 25 dungsgemaBen Losemitteln loslich sein. Als Beispiele 

dem sind lediglich freie Fettsauren als Acyldonatoren fur erfindungsgemaBe Losemittel sind zu nennen Tetra- 

einsetzbar. hydrofuran, Aceton, Diethylether, Methyl-tert-butylet- 

EsbestanddaherdieAufgabe,einenzymkataIytisches her, Fettsauremethylester. N-Methylpyrrolidon, Amy- 

Verfahren zu fmden, das zur hochselektiven Vereste- ialkohol, Dimethoxyethan, Diethylenglykoldimethylet- 

rung von Mono-, Di- und Oligosacchariden und Deriva- 30 her, 13-Dioxolan. Ethylencarbonat. Sulfolan, Dimethyl- 
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ten an der primaren Hydroxylgruppe geeignet ist, eine 
hohe Flexibilitat hinsichtlich der einsetzbaren Acyldo- 
natoren und Zucker erlaubt und die Nutzung billiger, 
leicht zu entfemender, toxikologisch unbedenklicher 
Losemittel ermSglicht 

Die Aufgabe wird mit dem erfindungsgemaBen Ver- 
fahren gelost Gegenstand der Erfindung ist ein Verfah- 
ren zur Herstellung von monoacylierten Mono-, Di- 
oder Oligosacchariden, deren Derivaten und deren Fol- 
ge- bzw. Abbauprodukten, dadurch gekennzeichnet, 40 
daB die primare Hydroxylgruppe in Gegenwart von Li- 
pasen mit Acyldonatoren umgesetzt wird. Das Verfah- 
ren zeichnet sich dadurch aus, daB sowohl freie Carbon- 
sauren als auch deren kurzkettige Alkylester, deren Tri- 
glyceride, deren umgeesterte Triglyceride, deren Anhy- 
dride, deren aktivierte Ester sowie Rapsolalkylester 
(Biodiesel) mit Monosacchariden, Disacchariden, Oligo- 
sacchariden, Starke-, Cellulose- oder Methylcelluloseh- 
ydrolysaten, Cyclodextria Zuckeralkoholen und/oder 
Glycosiden, insbesondere Glycosidantibiotika, in Ge- 
genwart von Lipasen selektiv zu den Monoestern umge- 
setzt werden. 

Die freien Carbonsauren haben eine Kettenlange von 
4 bis 22, vorzugsweise 8 bis 18 Kohlenstoffatomen, wo- 
bei die Alkylketten gesattigt oder ungesattigt, verzweigt 
oder unverzweigt, funktionalisiert (z. B. Ricinol- oder 
Hydroxystearinsaure) oder unfunktionalisiert sind. Die 
zur Umsetzung verwendbaren kurzkettigen Alkylester 
enthalten 1 bis 6 Kohlenstoffatome in dem zugrundelie- 
genden AlkohoL Bevorzugt werden Methyl- und Ethyle- 
ster und/oder deren Gcmische. Weiterhin konnen Tri- 
glyceride und/oder umgeesterte Triglyceride, Anhy- 
dride (cyclisch oder acyclisch, gemischt oder unge- 
mischt), aktivierte Ester (insbesondere Vinylester und 
Isopropenylester und deren Gemische) der genannten 65 
Carbonsauren sowie Rapsolalkylester (sog. Biodiesel) 
eingeseut werden. 

Insbesondere sind als Monosaccharide Glucose, Man- 



carbonat, uberkritisches Kohlendioxid und deren Gemi- 
sche jeweils mit Gehaiten von 0 bis 3, vorzugsweise 0,01 
bis 2 Gew.-% Wasser. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich wei- 
terhin dadurch aus, daB Acyldonatoren und Zucker in 
einer Stochiometrie zwischen 2 : 1 und 1 : 2, bevorzugt 
1:1, eingesetzt werden, das Verhaltnis von Losemittel 
zu Reaktanden zwischen 2 ml pro 10 mmol Edukte und 
200 ml pro 10 mmol Edukte, bevorzugt 20 bis 100 ml pro 
10 mmol Edukte, liegt und das Enzym mit einer Einsatz- 
konzentration von 100 bis 1000 PLU (Prropyllaurate- 
Units nach ext-SM-0342-GB/Ol), bevorzugt 200 bis 800 
PLU pro mmol Reaktanden eingesetzt wird. 
Die Reaktion wird bei einer Temperatur, bei der die 
45 erfindungsgemaBen Enzyme optimal arbeiten, geffihrt 
Bevorzugt sind hier Temperaturen von 20 bis 100*C 
besonders bevorzugt 20 bis 80° C Die Reaktion wird in 
der Art gefuhrt, daB die Reaktanden im Losemittel ge- 
mischt werden, wobei das Enzym, soweit es tragerfixiert 
50 ist, vorgelegt wird und dann auch wiederholt eingesetzt 
wird, Oder, wenn es sich urn ein natives Enzym handelt, 
ebenfalls der Mischung zugesetzt wird. Werden Car- 
bonsauremethylester eingesetzt, so kann das frei wer- 
dende Methanol bei Auswahl des richtigen Losemittels, 
beispielsweise Carbonsauremethylester oder N-Met- 
hylpyrrolidon, unter Vakuum oder durch Einsatz von 
Molsieb entfemt und damit der Umsatz und die Reak- 
tionszeit optimiert werdea 
Die folgenden Beispiele sollten die Erfindung erlSu- 
60 tern, sie jedoch nicht darauf einschranken: 
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Beispiel 1 

Synthese von 6-O-Capryloyl-d-glucoseester 

In einem 250-ml-Rundkolben wurden 1^0 g Glucose 
mit 1,70 g Caprylsaurevinylester in 100 ml THF mit 1,0 g 
Novozym 435 bei 50"* C umgesetzt Das Reakuonsge- 



NSOOCIO: <D^19626943A1 



DE 196 26 943 



misch wurde heiB filiriert und das Losemiitel bei 60* C 
entfernt Das Rohprodukt, 2,02 g eines biaBgelben Pul- 
vers» besteht laut HPLC (Rt = 4,9 min, RP-18, MeOH/ 
H2O = 95 : 5 (v/v), 0,5 ml/h. Temp. Streulichtdetektor: 
JS^'C) aus 82,6% Zuckerester, 7,4% Glucose, ca. 10% 
Fettsaure, 0% Vinylester. 

Das durch Umkristallisation aus Aceton gereinigte 
Produkt (Reinheit > 98%) konnte mit Hilfe eines ^^C 
NMR Spektrums charakterisiert werden. *^C{*H} NMR/ 
DMSO-de/TMS, 25'C): 6 = 14p ppm (CH3), 22,6 ppm 
{o)-2-C), 25,1 ppm (p-C), 283-29,0 ppm (y- und 5-C), 
31.7 ppm (co-3-C), 34,1 ppm (a-C), 64,4 ppm (C-6), 
69,7 ppm (C-4), 7,13 ppm (C-5), 72,8 ppm (C-2), 73p ppm 
(C-3).92.9 ppm(C-l)und 173,5(C=0). 

BeispieI2 

6-0-LauroyIglucose aus freier Glucose und 
LaurinsSuremethylester 

1.8 g (10 mmol) Glucose wurden in 100 ml THF mit 
3,12 g (15 mmol) Laurinsauremethylester in Gegenwart 
von 038 g Novozym SP 435 umgesetzt Die Reaktions- 
fiihrung erfolgie 24 h unter Ruhren (KPG-Ruhrer) bei 
60° C Um das Gleichgewicht zu verschieben und die 
Reaktionsgeschwindigkeit zu erhdhen, wurde das bei 
der Umesterung freiwerdende Methanol durch die Zu- 
gabe von Molsieb (4 A) gebunden. Nach 24 h wurden 
die Feststoffe abHItriert und das Ldsungsmittel am Ro- 
tationsverdampfer entfernt Es wurden 33 g (85%) 
6-0-LauroylgIucose erhalten. 

Das Produkt wurde durch Umkristallisation aus Ace- 
ton gereinigt 

Umseizimgen von Galakiose und Mannose erfolgten 
adaquat mit ^Uinlicher Ausbeute. 



Beispiel3 

6-0-Lauroylglucose aus freier Glucose und 
Laurinsduremethylester-Entfemung des entstandenen 
Methanols durch Abdestiilation 

1,8 g (10 mmol) Glucose wurden in 100 ml N-Methyl- 
pyrrolidon mit 3.12 g (15 mmol) Laurinsauremethylester 
in Gegenwart von 1,0 g Novozym SP 435 umgesetzt. 
Die Reaktionsfuhning erfolgte 24 h unter Ruhren 
(KPG-Ruhrer) bei 60'*C. Um das Gleichgewicht zu ver- 
schieben und die Reaktionsgeschwindigkeit zu erhohen. 
wurde das bei der Umesterung freiwerdende Methanol 
durch Anlegen eines Membranpumpenvakuums abge- 
zogen und in einer Kuhlfalle (Trockeneisgekuhlt) ge- 
sammelt Nach 24 h wurde von unumgesetzter Glucose 
abfiltriert und das Ldsemittel im Olpumpenvakuum ab- 
destilliert Es wurden 33 g (85%) 6-O-Lauroylglucose 
erhalten. 

Das Produkt wurde durch Umkristallisation aus Ace- 
ton gereinigt 

Umsetzungen von Galaktose und Mannose erfolgten 
adaquat mit ahnlicher Ausbeute. 

Beispiel4 

6'-0-LauroyIsaccharose aus freier Saccharose und 
Laurinsauremethylester durch irreversiblen 
Acyltransfer 

3,4 g (10 mmol) Saccharose wurden in 10 ml N-Met- 
hyipyrrolidon mit 334 g (15 mmol) Laurinsaurevinyle- 



ster in Gegenwart von 1,1 g Novozym SP 435 umge- 
setzt Die Reaktionsfiihrung erfolgte 7 d unter Ruhren 
(KPG-Ruhrer) bei 60* C. Nach 7 d wurde vom Enzym 
abfiltriert und das Losemittel im Olpumpenvakuum ab- 
5 destilliert Man erhielt 3,9 g (43%) 6'-0-Lauroyisaccha- 
rose. 

Patentansprdche 

10 1. Verfahren zur Herstellung von monoacylierten 
Mono-, Di- Oder Oligosacchariden, deren Deriva- 
ten und deren Folge- bzw. Abbauprodukten, da- 
durch gekennzeichnet, daB die primare Hydroxyl- 
gruppe in Gegenwart von Lipasen mit Acyldonato- 

15 ren umgesetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Acyldonatoren freie Carbonsau- 
ren mit einer Alkylkettenlange von 4 bis 22 Kohlen- 
stoffatomen, deren kurzkettige Alkyiester mit 1 bis 

20 6 Kohlenstoffatomen in der zugrundeliegenden Al- 
kohoigruppe oder deren umgeesterte oder unum- 
geesterte Triglyceride eingesetzt werdea 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB als Acyldonator ein Vinyl- und/oder * 

25 Isopropenylester von Carbonsauren, die 4 bis 22 
Kohlenstoffatome enthalten, eingesetzt wird 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Acyldonator ein Carbons^ureanh- 
ydrid eingesetzt wird. 

30 5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Acyldonator ein Rapsdiaikylester 
von Alkoholen mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen, ins- 
fa esondere der Rapsolmethylester, eingesetzt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
55 dadurch gekennzeichnet, daB als Monosaccharid 

Glucose, Mannose, Galactose, Fructose, Ribose 
oder Arabinose eingesetzt wird 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Disaccharid Sac- 

40 charose, Cellobiose, Lactose oder Maltose einge- 
setzt wird 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Oligosaccharid 
Starke-, Cellulose-, Methylcellulose-hydrolysat 

45 oder losliche Starke eingesetzt wird 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dafl Cyclodextrin oder 
Zuckeralkohole, insbesondere Sorbit und/oder 
Mannit, eingesetzt werdea 

50 10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB Glycosid-Antibiotika, 
insbesondere Streptomyciif oder Stnikturanaloga, 
eingeseut werden. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 10, 
55 dadurch gekennzeichnet, daB Lipasen tierischen, 

pflanzlichen oder mikrobiellen Ursprungs einge- 
setzt werden. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet daB die Reaktion in einem 

60 Losemittel, daB schwach polar bis polar ist, durch- 
gefiihrt wird 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktion in einem 
Losemittel, das aus der Gruppe Tetrahydrofuran, 

65 Acetoa Diethyiether. Methyl-tert-butylether, Fett- 
sauremethylester. N-Methylpyrrolidon, Amylalko- 
hol, Dimethoxyethan, Diethylenglykoldimethylet- 
her. 13-Dioxolan, Ethylencarbonat, Sulfolan, Dime- 
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thylcarbonat, Qberkritisches Kohlendioxid und de- 
ren Gemische jeweils mit einem Wassergehalt bis 
zu 2 Gew.-% ausgewahit ist, durchgefuhrt wird. 
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